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MRKAR, AWA PEDNAT RMA GCHAR. EM -BABARAOHE—ETRMRES.. 
纤维 的 三 细 为 2.8 一 24 nm， AREAK PSR EMER, 含有 少量 对 维持 其 结 构 完 整 性 所 必需 的 
RNA Mab. 都 十 分 相似 于 典型 真 核 细 胞 的 核 凡 架 结 松 。 RRR WRB RHR, Rare 
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自从 DBerczncy 等 (1974) 首次 分 离 并 命名 核 骨架 (nuclear matrix) 这 一 核 内 结构 
以 来 ， 核 骨架 从 组 成 、 形 态 结构 到 功能 多 方面 都 得 到 了 广泛 的 研究 。 已 经 积累 的 研究 结 
果 表 了 明 ， 核 肯 架 普遍 存在 于 典型 的 真 核 细 胞 中 ， 从 典型 的 单 细 胞 真 核 生 物 直 到 高 等 的 晴 
珀 动物 细胞 ， 和 包括 人 类 的 细胞 (Berczncy, 1984) 都 有 , 它 不 仅 对 维持 细胞 核 的 形态 结构 起 
着 重要 作用 ， 而 且 参 与 核 内 诸如 DNA 复 制 、 基 因 表 达 及 调控 ，DNA 损 伤 的 修复 等 一 系 
列 重要 的 生命 活动 (Paradoll 笑 ，1980 McCready, 1980; Berezncy, 1981; Tubo 等 ， 
1984, jackson 等 ，1981，1984 jackson 等 ，1986 McCready 等 ，1984) , 

渔 鞭 毛虫 是 一 类 在 研究 真 核 起 源 与 进化 土 具有 特殊 重要 二 人世 的 生物 ， 一 方面 它们 的 
核 具 有 典型 的 核 膜 ， 另 一 方面 它们 的 染色 体 又 具有 一 系列 非常 相似 于 原核 生物 的 类 核 体 
的 特性 ， 如 染色 体 在 整个 细胞 周期 始终 呈 致 密 状 态 ，RNA 转 录 是 由 致密 的 染色 体 fk 
DNA 向 环 来 进行 等 。 在 原核 细胞 中 是 不 存在 杷 上 骨架 结构 的 , 那么 其 染色 体 在 许多 特点 上 
极 相 似 于 原核 生物 类 核 体 的 满 蓝 毛虫 类 ， 它 们 是 否 具 有 核 肯 架 结 构 ? 如 果 有 ， 又 具有 什 
公社 的 核 骨架 ? 其 核 上 骨架 是 否 也 会 参与 其 核 内 的 生命 活动 ? 国际 上 迄今 未 见 有 这 方面 的 
研究 报道 ， 而 这 些 问题 的 解决 对 于 探讨 核 皮 架 的 结构 与 功能 的 起 源 进化 显然 是 十 分 有 意 
ËJ 
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(Oxyrrhis marina) 为 材料 。 许 多 实验 证 据 表明 类 屁 藻 不 同 于 一 般 的 典型 沉 凑 毛虫 ， 
而 更 接近 于 典型 的 真 护 生物。 在 分 类 地 位 上 ， 尖 尾 藻 可 能 代表 一 个 独立 的 门 (李靖 炎 ， 
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1990) 。 本 文 对 我 们 关 寸 尖 尾 藻 的 核 骨 架 的 形态 ， 结 构 的 研究 结果 作 了 报道 。 


材料 各 方法 


—. BH CAMS AS SRE EG. BARS, REAR 
等 (1978)， 境 养 温度 20 一 22:C， 以 日 光 灯 作为 光源 ， 光 照 强度 约 为 1800 Lux 36 W JR 
为 12 小 时 光照 /12 小 时 黑暗 ， 接 种 3 一 4 天 后 ， 离 心 (1500g，10 分 钟 ) 收集 。 

二 、 方 法 RA Penman MBE Tey 等 ，1986) 建立 的 分 级 抽 提 ，DGDb 包 埋 - 去 
包 埋 剂 电镜 技术 ， 并 据 本 实验 封 料 的 生理 特性 〈 如 生理 渗透 压 很 高 ， 细 了 胞 易 玻 殊 崩 解 
等 ) WARM ME YT eR. 

#5 — $e Be Bye Be ay 2 At SP St CCS KK) RE (100m M NaCl, 1.2M sucrose, 
3 mM MgCl, 1.2mM PMSF, 1 mM EGTA, 6.5% NP-40, 10mM PIPES, pH6.8), 
TEKS TRAE 7 分 钟 ， 以 抽 去 可 溶性 和 蛋白。 离心 (2500g， 4 分钟 ) 收集 处 理 过 的 
细胞 ， 悬 浮 于 第 二 步 抽 HER (50mM，100mM 或 250mM (NH,), SO, 1.1M sucrose, 
3 mM MgCl, 1.2mM PMSF, 1 mM EGTA, 1% Tween 40, 10mM PIPES, pHé6.8) 
中 ， 在 冰 浴 下 搅拌 处 理 5 分 钟 以 除去 微 管 、 微 丝 及 一 些 蛋 白 。 离 心 (2500g, 4 分 钟 ) 收 
sagt, #&50mM(NH,), SO, 的 抽 提 液 处 理 的 材料 再 进行 第 三 步 处 理 : 先 以 不 含 
DNascI 的 作用 液 (50mM NaCl, 1.2M sucrose, 3mM MgCl, 1.2mM PMSF, 
10mM PIPES, pH6.8) 洗 淋 两 次 (2500g,， 4 40h), BIBT ADNasc] (EC3, 1,4, 
5 Sigma, 100 pg/ml》 的 作用 液 中 ， 在 室温 (20°C) 下 处 理 50 分 钟 ， 加 入 浓 (NE SOUR 
使 达 0.25M。 这 样 就 可 以 同时 除去 DNA 及 与 之 结合 的 碱 性 和 蛋白。 离心 (2500g， 4 分钟 ) 
收 全 材料 再 进行 第 四 步 处 理 ， 先 以 不 含 RNase 的 作用 液 (l100mM NaCl, 1.2M sucrose, 
3 mM MgCl, 1.2mM PMSF, 3 mM EGTA, lomM PIPES, pH6.8) 洗涤 两 次 ， 再 
基 浮 于 含 RNasec {中 科 院 生物 化 学 研究 所 制 ，50 kg/ml》 的 作用 液 中 ， 室 温 (20°C) 下 
处 理 50 分 钟 ， 以 除去 RNA 及 其 结合 的 蛋白 。 以 上 每 处 理 一 步 都 取材 ， 用 3 kA 
定 液 (100mM NaCl, 1.2M sucrose, 3 mM MgCl, 1 mM EGTA, 1,2mM PMSF, 
10mM PIPES，pH6.8) 在 冰 浴 下 固定 50 分 钟 ， 另 外 , 不 经 任何 抽 提 的 对 照 材 料 ， 直 接 经 
3 RRB ew OmM CaCl，10mM MgCl, 100mM sodium cacodylate pH7.2) 
Uy Hr [El E505} FF 

UERABAROB RHA, SEH PARR (pH7.2) Rok, BK 
1046h, FERL1% OsO, EAB FRET RM 40S. BR, HRA 列 脱水 后 ， 据 
Fey & (1986) 作 DGD 包 埋 - 去 包 埋 剂 电镜 制 样 ， 空 气 中 自然 干燥 。 在 H-300 透射 电镜 
下 观察 。 

此 外 ， 经 第 一 、 二 步 抽 提 的 材料 还 用 卡 诺 氏 液 固 定 1.5 小 时 ， 取 其 一 部 分 用 5% 的 
三 氧 醋酸 (TCA) 在 90 一 91?G 下 抽 提 15 分 钟 ， 以 除去 核酸 ， 另 一 部 分 不 经 TCA hike 
为 对 照 一 起 作 Feulgen 反应 ， 光 镜 检 查 。 另 外 ， 以 上 一 部 分 经 第 一 、 二 步 抽 提 ， 皮 二 醚 
固定 的 材料 也 作 同 样 的 TCA 抽 提 ， 再 用 OsO, 后 固定 ，DGD 包 埋 ~ 去 包 埋 剂 电镜 制 样 
观察 。 
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结 果 


在 不 经 抽 提 直接 固定 的 对 照料 料 中 {图 版 了; 1 ) ， 核 完整 ， 核 内 物质 丰富 、 致 密 ， 
染色 体 和 校 全 分 布 于 其 中 。 

经 第 一 步 抽 提 后 (图 版 1: 2 ), 整个 细胞 内 由 于 可 溶性 蛋白 大 量 被 抽 去 而 变 得 稀 琉 ， 
核 膜 被 破坏 只 留 下 一 层 不 均匀 、 不 连续 的 核 纤 层 ， 核 内 致密 染色 体 更 清晰 可 见 。 在 这 些 
染色 体 之 间 存 在 许多 纤维 网 络 结构 ， 其 纤维 与 染色 体 相连 ， 形 成 一 个 整体 。 在 细胞 质 内 
也 存在 一 个 纤维 网 络 结构 。 两 个 纤维 网 络 通过 核 周围 的 不 完整 的 核 纤 层 而 联系 起 来 ， 成 
为 一 个 统一 的 网 络 系统 。 

在 经 第 二 步 抽 提 时 ， 随 着 抽 提 液 中 (NH,) ,SO, 浓 度 的 不 同 ， 染色 体 有 不 同 的 表现 ， 
当 (NH) :SO 0.25 Mat (图 版 1:3a) 染色 体 解 聚 成 纤维 丝 布 满 整个 核 ， 无 法 分 闪 原 
来 在 染色 体 之 间 的 纤维 网 络 ， 当 (NH4 ,SO, 为 0.1M 时 (AAR I :3b) ， 染 色 体 也 有 些 解 
聚 ， 但 不 如 前 者 彻底， 还 保留 着 染色 体 的 大 致 外 形 ， 当 (NH) :SO 为 0.05M 时 (图 
版 I ,3c) ， 染 色 体 不 解 聚 仍 呈 凝 素 状态 。 这 说 明 当 (NHO,50, 达到 一 定 浓度 就 会 有 使 
尖 尾 薄 染 色 体 解 聚 的 作用 。 兄 着 浓度 增高 这 种 作用 还 会 增强 。 但 不 沦 (NH,)。5O, 浓 度 的 
高 低 ， 细 胞 核 和 细胞 质 之 间 原 来 存在 的 纤维 联系 仍然 存在 。 这 时 的 细胞 质 网 络 中 的 微 
管 、 微 丝 被 抽 去 ， 只 剩 下 中 间 纤 维 ， 说 明 核 、 质 间 的 这 种 纤维 联系 是 发 生 在 核 内 网 络 和 
中 间 纤 维 之 间 。 另 外 ， 被 抽 提 后 残余 的 核 仁 仍 被 网 络 于 核 内 网 络 结构 中 。 

经 过 第 三 步 DNase 酶 解 处 理 后 (图 版 1; 4 ) 原来 致密 的 染色 体 不 复 存在 而 只 剩 下 一 
些 纤维 徐 ， 隐 约 可 见 原来 染色 体 的 外 形 轮 廓 ， 有 些 部 位 还 较 致密 , 这 说 明 染 色 体 上 DNA 
已 大 量 被 酶 解 ， 和 酶 解 后 经 NH). SO, 处理， 与 DNA 结合 的 碱 性 蛋白 也 大 量 丢失 。 但 染 
色 体 之 间 的 网 络 纤维 仍 大 量 存 在 ， 并 与 染色 体 被 酶 解 后 的 残余 纤维 炙 相 联系 。 这 说 明 染 
色 体 内 与 染色 体 之 间 的 这 些 纤维 是 非 DNA 性 质 的 ， 不 能 被 DNase 所 酶 解 。 这 种 纤维 粗 
MARS, EPE 2.8 一 24 nm 之 问 。 

经 过 第 四 步 RNase RG BMT: 5 )， 前 面 显示 的 核 内 纤维 网 络 不 复 存 在 ， 由 原 
来 的 细 纤 维 聚 合 而 成 的 不 规则 粗大 聚合 物 代 之 、 这 些 聚 合 物 之 间 只 剩 下 极 少数 的 细 纤 
维 ， 整 个 核 显 得 支离破碎 。 这 说 明 原 来 的 核 内 网 络 中 含有 RNA 成 分 ， 并 且 这 些 RNA 对 
维持 网 络 结构 的 完整 性 是 必需 的 。 

在 经 过 第 一 、 二 步 抽 提 ， 再 色 热 三 氧 醋酸 抽 提 后 〈 图 版 I : 6 ) Feulgen Re BR 
性 ， 说 明 核 酸 已 被 抽 去 。 此 对， 细胞核 有 所 收缩 ， 染 色 体 和 核 仁 形 态 仍 保持 完整 。 虽 原 
来 存在 于 细胞 核 内 染色 体 之 间 的 纤维 网 络 系统 塌 缩 变形 ， 但 仍 存在 ， 说 明 剩 下 的 这 些 纤 
维 是 非 核酸 成 分 的 纤维 。 


if 人 论 
Penman 实验 室 改 良 了 核 骨 架 系 统 的 分 级 选择 抽 提 技术 【Capcp 等 ，1982; Mor, 
1984, 1986) 并 利用 了 DGD 包 塌 - 切 片 ~ 去 包 埋 剂 技术 (Capcc 等 ，1984; Tcy 等 ，1986)。 
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AERAR A AEE. JER, AE, MARRARA, BAMET E 
要 剩 下 核 骨 架 一 一 中 间 纤 维 栖 系 (NM-IT) . BAM RAT OT Ht E TRH, i 
射 从 而 影响 对 真实 结构 的 观察 和 较 厚 材料 无 法 做 整 装 样品 的 缺点 ， 从 而 能 观察 到 三 维 的 
精细 的 核 骨 架 一 一 中 间 纤 维 (NM-IF) 结构 体系 。 

本 实验 将 他 们 的 方法 稍 可 改进 而 应 用 到 尖 尾 菠 上 。 结 果 能 将 尖 尾 藻 核 内 的 网 架 结构 
清晰 地 、 立 体 地 显示 出 来 。 

经 过 第 一 步 抽 提 ， 人 尖 尾 莹 的 细胞 核 内 就 已 显现 出 了 一 个 纤维 网 络 结 构 ， 这 些 纤维 分 
布 于 致密 染色 体 之 间 并 与 染色 体 相 连 。 在 典型 真 核 细 胞 上 ， 一 - 般 要 进行 到 第 三 步 ， 除 去 
了 染色 质 后 ,或 用 病毒 来 感染 细胞 使 染色 质 凝 府 后 方 可 看 到 核 内 的 核 骨 架 结 构 (Fey 等 ， 
1984, 1986; Capco 等 ，1984，1982)。 由 于 尖 尾 藻 染 色 体 在 整个 细胞 周期 中 始终 是 哇 凝 
聚 状 态 ， 而 不 象 典 型 真 核 细 胞 那样 在 间 期 染色 质 呈 弥散 状态 以 至 于 吐 掩 了 核 内 骨架 ， 因 
此 不 抽 提 或 经 一 次 抽 提 即 可 见 纤 维 网 络 。 但 是 此 时 显示 出 来 的 核 内 纤维 网 络 结构 是 否 就 
是 它 的 核 骨 架 结 构 呢 ? 站 下 的 两 个 实验 则 给 出 了 明确 的 判断 。 其 一 ， 是 用 DNase 进 行 酶 
解 处 理 ， 在 致密 的 染色 体 中 大 量 的 DNA 都 被 酶 解除 去 的 情况 下 ， 原 来 存在 于 染色 体 之 间 
的 网 络 纤维 仍然 存在 ,说 明 这 些 纤维 是 非 DNA 性 质 的 。 其 二 , 是 用 热 三 氛 醋 酸 (ATCA) 进 
行 核 酸 抽 提 。 李 端 炎 (1978) 证 明 用 5 纪 的 TCA 在 90 一 91°*C 时 处 理 10 分 钟 就 可 和 将 成 二 梧 固 
en RRR PBR (DNA 和 RNA) 抽 提 干净 ， 但 由 于 尖 尾 藻 染 色 体 合 蛋 白 较 丰富 ， 尽 
管 核酸 被 抽 去 ， 其 染色 体 仍 保持 基本 体形 。 在 实验 中 抽 提 了 了 15 分钟 ， 这 时 Feulgen 反应 
BAH, EH DNA 确 被 除去 ， 这 时 原来 存在 于 染色 体 之 间 的 纤维 网 络 虽 有 所 塌 缩 ， 但 
仍然 存在 。 这 也 说 明 这 些 纤维 是 非 核 酸性 质 的 。 这 两 个 实验 结果 都 否定 了 这 些 网 络 纤维 
FERRARA HR REAR ARE. BERTI A ERE RAR ARBRE TAH 
蛋白 性 的 网 络 结构 。 

现在 一 般 认为 核 骨架 上 结合 有 RNA 成 分 ， 但 对 于 这 些 RNA EBAR 
需 ， 还 存在 争议 。 有 些 人 认为 核 骨 架 既 RNase 酶 解 后 形态 结构 无 变化 ， 认 为 RNA 不 是 维 
持 核 骨架 结构 完整 性 所 必需 ， 而 另 一 些 学 者 如 Fey (1986) 证 明 核 骨架 经 RNase 作 用 后 纤 
RMS RE, 形态 结构 不 复 完整 ， 认为 RNA 是 维持 核 骨架 结构 完整 性 所 必需 的 ， 
本 文 显示 尖 尾 药 的 核 内 网 架 结构 经 RNase 作用 后 纤维 网 络 也 会 塌 缩 ， 结 构 变 得 支 离 破 
HK, 这 个 结果 说 明 在 尖 尾 莹 上 RNA 成 分 对 维持 其 核 内 网 架 结 构 完 整 性 是 必需 的 。 

此 网 络 结构 与 典型 真 核 细胞 的 核 胃 架 结构 存在 一 系列 的 相似 点 ， 如 整个 旦 网 络 形 
态 ， 通 过 核 旦 层 与 细胞 质 中 的 中 间 纤 维 发 生 联系 ， 含 少量 对 维持 三 维 空间 结构 必需 的 
RNA 成 分 {RNase 处 理 或 ATCA 抽 提 后 均 引 起 此 网 络 结构 的 塌 缩 ) 等 、 但 所 显示 的 尖 尾 
营 核 纤 层 不 象 典型 真 核 细 胞 那样 为 完整 的 一 层 ， 而 是 不 均匀 和 不 连续 的 。 对 它 的 进一步 
研究 或 许 有 助 于 了 解 核 纤 层 的 起 源 进化 。 

基于 以 上 事实 和 讨论 ， 我 们 认为 在 特殊 涡 自 毛虫 一 一 尖 尾 药 细 胞 核 内 已 进化 产生 了 
核 骨 架 结 构 ， 后 者 与 典型 真 核 细胞 的 核 骨 架 在 形态 结构 上 已 很 接近 。 
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1。 RARRNRER,. EMATER” BC NW ABR AATH +. CHAM. x 15000 

2. RARSCKHRMES, ARENANARMERRA. ARRAT- ETH, FPHEEHRAR (L) RH 
hy 6 fk Sh FEE A SEE CP), JG $y ST em (Crs) 相 联系 。 x 18000 

3. REMRSCKRMEE, FHRA AR MEE NH) 2S0 EXTR ik HB. 

a. EXTR#€0.26M(NH 4) 2504, RAR RMA ER, x16000 

b. EXTR##0.1M(NH4)250,, RAR BAEHAAKR ERR, x 22000 

c. EXTR 40.05M(NH,) S0 A py KER, x13000 

avbve 都 显示 出 了 核 内 现 络 纤维 (FE ) ta m R i a PS CIP) RK. 

4. REMRKECSKR, EXTREM, BSDNasckt A, RAKRMMA A TREBAHR (ch), RAK 
ZH SEC KOT HE. x 2400 

5. RRMKRKECSKRM, EXTR#R,DNasefRNasckt A., RARAAR RAR. fa: MERAN, x 14000 

6. RERRRKBCSKR, EXTR HAH TCACS %, SO—91C, 15 mit RERR, MERMERE, 
Gtk r eee aa, (tee. x15000 
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THE NUCLEOSKELETON OF 
SPECIAL DINOFLAGELLATE, Oxyrrhis marina 


Wen Jianfan Li Jingyan 


{Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica 650107) 


A network was shown in the nucleus of special dinoflagellate, Oxvrrhis 
marina, by serial selective extrations, diethylene glycol distearate (DGD) 


free electron microscopy. This reticular 





embedment sectioning and embedment 
structure could resist against the extractions of CSK buffer and the buffer 
which always removes microtubules and microfilaments from the cells, It could 
also resist against the digestion of DNase and the treatment of hot trichloroacetic 
acid (5 %, 90—91°C, 15 min). Therefore, it must be a non-DNA fibrous 
protein structure, Its reticular form, the thickness cf the filaments (2.8—-24 nm), 
connection with intermediate filaments in cytoplasm and the containing of a 
small amount of RNA which is necessary in keeping its spatial organization 
ctc, are very similar to those of the nucleoskeleton of typical eukaryotes, 
However, the lamina of Oxyrrhis marina is not a well-distributed layer as 
the lamina in typical eukaryotic cells, but a discontinuous imcomplete layer. 

The nucleoskeleton was first demonstrated in the nucleus of a special 
dinoflagellate, Oxyrrhis marina, 

Key words: Dinoflagellate, Oxyrrhis marina, Nucleoskeleton 
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Wen Jianfan et al.: The nucleoskeleton Of special dinoflagellate, 


图 版 Oxyrrhis marina 





(图 版 说 明 在 正文 内 ) 





